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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(3) Matrixgebundene Kronenetherliganden als Trennmaterial in der Affmttatschromatographie von Nukleinsauren 

Kronenether oder Kryptanden werden covalent an em in 
der Chromatographic gebrauchliches Tragerpolymeres 
gebunden. Auf diese Weise erhalt man em chromatographi- 
sches Trennmateriai, das in der Lage ist, in Gegenwart von 
Alkalimetallionen Nukleinsauren und Oligonukleotiode re 
versibel zu binden. Das Trennmaterial eignet sich hervorra 
gend fur die AHinitatschromatographie von Nukleinsauren, 
die Abtrennung von Nukleinsauren aus biologischen Proben 
und die Trennung von Nukleinsaure- und Oligonukleottd 
Gemischen sowohl im analytrschen als auch im praparotiven 
Ma&stab. Bei der Anwendung geeigneter Tragerpolymerer 
ist der Einsatz des neuartigen Trennmatenals in der Hoch 
druckfliissigkeitschromatographie problemlos moglich 



CO 
CO 

u 
Q 



8UNDESDRUCKEREI 03 87 708821/692 



6/60 



- 36 44 346 

Patentanspruche 

I. Trennmaterial zur Affinitatschromatographie, bestehend aus Kronenetherliganden, die covalent an ein 
polymeres Tragermaterial gebunden sind. 

5 2. Trennmaterial gemaB Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB als polymere Tragermaterialien 

Eupergit® C (Rohm) oder Epoxyaktivierte Sepharose 6B® (Pharmacia) oder LiChrospher® (Merck) oder 
Fractogel®TSK AF-Epoxy 650 (Merck) oder Epoxypropyl - SP500®(Serva)oder epoxyaktiviertes Kiesel- 
gel Si200® bzw. Si300® Si500* und Si 1000® (Serva) oder andere Tragermaterialien, die sich zu Epoxiden, 
Aldehyden, Tresylaien. Tosylaten, Mercaptanen und Hydroxysuccinimiden derivatisieren lassen, verwendet 
10 werden. 

3. Trennmaterial gemaB Patentanspruch I, dadurch gekennzeichnet, daQ als polymeres Tragermaterial ein 
aktiviertes, zur covalenten Bindung an Amino- oder Hydroxylgruppen befahigtes Polymeres aus dem 
organischen oder anorganischen Bereich verwendet wird. 

4. Trennmaterial gemafi Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Kronenether Monoaza- 
15 15-Krone5. Monoaza-t8-Krone-6, UO-Diaza-lS-Krone-6, Tetraaza-12-Krone-4, Monoaminodicyclohexyl- 

!8-Krone-6, Monoaminodibenzo-l8-Krone-6, Hydroxymethyl-15-Krone-5, Hydroxymethyl-18-Krone-6, 
4-Hydroxymethylbenzo-15-Krone-5, 4-Hydroxymethylbenzo-18-Krone-6 oder Hydroxymethylkryp- 
tand[2,2^] covalent an die polymere Matrix gebunden sind. 

5. Verfahren zur Herstellung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie gemaB Patentanspruch 1, 
20 dadurch gekennzeichnet, daB die covalente Anbindung des Kronenetherliganden iiber einen Spacer der 

altgemeinen Forme!: 

H^-CHi-fCHj-O-CH^-CH;- NH 2 

25 mit n = 1,2. _ 10 erfolgt. 

6. Verfahren zur Herstellung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie gemaB Patentan- 
spruch 1 - 5, dadurch gekennzeichnet. daB pro g Tragermaterial 0,1-10 mMol Kronenetherliganden cova- 
lent gebunden sind. 

7. Verwendung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie gemaB Patentanspruch 1—6, dadurch 
30 gekennzeichnet. daQ es in wassrigem Medium zur reversiblen Bindung von Nukleinsauren und Oligonukleo- 

tide angewendet wird. 

8. Verwendung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie gemaB Patentanspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die Nukleinsauren und Oligonukleotide in einer Losung enthaltend 50mM KG und 
5mM Tris.HCI-Puffer pH =* 7,6 (Bindungspuffer) an das Trennmaterial gebunden werden. 

35 9. Verwendung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie von Nukleinsauren gemaB Patentan- 
spruch 8, dadurch gekennzeichnet, daQ die unter Bedingungen des Bindungspuffers gebundenen Nuklein- 
sauren und Oligonukleotide durch Elution mit einer Losung hoherer Salzkonzentration wie z. B. 1M NaCI 
oder 2M Ammoniumaceiat(Elutionspuffer) wieder von dem Trennmaterial abgeldst werden konnen. 
10. Verwendung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie von Nukleinsauren gemaB Patentan- 

40 spruch 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, daB sie in einer offenen Chromatographiesaule erfolgt. 

II. Verwendung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie von Nukleinsauren gemaQ Patentan- 
spruch 8 und 9. dadurch gekennzeichnet, daQ sie in einer geschlossenen Chromatographiesaule unter Druck 
erfolgt. 

12. Verwendung von Trennmaterial zur Affinilatschromatographie von Nukleinsauren gemaB Patentan- 
45 spruch 8— 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Elution der Nukleinsauren bzw. Oligonukleotide durch 

einen Puffergradienten hervorgerufen wird, bei dem der Bindungspuffer sukzessive durch den Elutionspuf- 
ferersetzt wird. 

13. Verwendung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie von Nukleinsauren gemaB Patentan- 
spruch 8—12, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Isolierung von Ribonukleinsauren aus Ri bosom en von 

50 Eukaryonten, Prokaryonten, Organellen und Endosymbionten angewandt wird. 

14. Verwendung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie von Nukleinsauren gemaB Patentan- 
spruch 8—12, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Abtrennung von ribosomaler RNS von ribosomalen 
Proteinen angewandt wird. 

15. Verwendung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie von Nukleinsauren gemaB Patentan- 
55 spruch 8-12, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Trennugn eines Gemisches aus Nukleinsauren Oligonu- 

kleotiden und Desoxyoligonukleotiden angewandt wird. 

16. Verwendung von Trennmaterial zur Affinitatschromatographie von Nukleinsauren gemaB Patentan- 
spruch 8—12, dadurch gekennzeichnet daQ es zur Reinigung und Entsalzung von Oligonukleotiden, Plasmi- 
den und Restriktionsfragmenten angewandt wird. 

60 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft das in den Patentansprtichen gekennzeichnete Trennmaterial zur Affinitatschromato- 
graphie von Nukleinsauren, ein Verfahren zu seiner Herstellung und seine Verwendung zur Isolierung, Reini- 
65 gung und Trennung von Nukleinsauren und Oligonukleotiden. 

In der Biochemie und Molekularbiologie gehdren die Isolierung von Nukleinsauren aus den Ri bosom en und 
deren Reinigung von anderen Zellbestandteilen zu den haufig angewandten Arbeitsmethoden. So bestehen z. B. 
die Ribosomen des Bakteriums Escherichia coli aus einer groQen (50 S) Untereinheit mit zwei Nukleinsauren 
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(23S rRNS und 5S rRNS) und 34 Protcinen sowie aus eincr kleinen (30 S) Untereinhcit mit einer Nukleinsaure 
(16 S RNS) und 21 Proteinen. Zwischen den ribosomalen Proteinen und Nukleinsauren bestehen bindende 
Wechselwirkungen, so daQ eine Trennung nur unter extremen Bedingungen (2M LiCI, 4M Harnstoff) erfolgen 
kann. Mit Hilfe der erfindungsgemaBen matrixgebundenen Kronenetherliganden kann aus Ribosomen von 
Eukaryonten. Prokaryonten, Organellen und Endosymbionten die Ribonukleinsauren von den ribosomalen 5 
Proteinen abgetrennt und isoliert werden. Das Trennmaterial eignet sich ebenfalls dazu, um auch andere 
RNA-Spezies sowie DNA-Molekiile von Proteingemischen abzutrennen. Weiterhin kann das Trennmaterial 
dazu benutzt werden, ein Nukleinsauregemisch oder ein Gemisch aus Nukleinsaurefragmenten oder DNS* oder 
RNS-Oligonukleotiden durch eine Elution mit einem Saizgradienten in die einzelnen Komponenten aufzutren- 
nen. Gegeniiber den herkommlichen Verfahren zeichnen sich die erfindungsgemaBen matrixgebundenen Krone- 10 
netherliganden durch eine einfachere und schnellere Arbeitsweise aus. Daruber hinaus ist das Trennmaterial 
auBerst stabil, autoklavierbar und praktisch unbegrenzt einsatzfahig. Seine kostengiinstige Produktion im gro- 
Ben MaBstab bereitet keine Schwierigkeiten. 

Wechselwirkungen zwischen Kronenethern und Nukleotiden sind bereits in der Literatur beschrieben. So 
wurde festgestellt, daB Polyadenylat in Gegenwart von K*-lonen mit dem wasserloslichen PoMvinvlbenzo- is 
l8-Krone-6) einen unldslichen Komplex bildet (J. Pitha und J. Smid, Biochim. Biophys. Acta 425 (1976) 287-95). 
Weiterhin wurden Kronenether dazu benutzt, DNS selektiv in unpolaren Losungsmitteln Idslich zu machen(B. 
OdelU.Chem.Soc.Chem.Commun. (1985) 858-9 und B.Odell, Eur. Pat. Appl. EP 1 56 414 A2, 2.10.1985). 

Kronenether sind bekannt dafur, daB sie Alkalimetallkationen zu komplexieren vermogen [CJ. Pedersen, Fed. 
Proc. Am Soc. Exp. Biol. 27 ( 1 968) 1 305 - 9 sowie S. Kopolow et al. Macromolecules 6(1973) 133—42} 20 

In der hier vorgestellten Erfindung werden Kronenether covalent an ein polymeres Tragermaterial fixiert In 
Gegenwart einer wassrigen Losung, die Kaliumionen mit einer Konzentration von 50 mM/l enthalt, werden 
Nukleinsauren und Oligonukleotide selektiv und reversibel an die Kronenetherliganden gebunden. Es kann 
angenommen werden, daB die Kronenether durch die komplexierten Alkalimetallionen in Polykationen umge- 
wandelt werden, die dann mit den Phosphat-Anionen der Nukleotid-Bausteine in eine elektrostatische Wechsel- 25 
wirkung treten konnen. Bei einer Erhohung der Salzkonzentration, z. B. durch Anlegen eines Saizgradienten, 
verdrangen die im UberschuB zugefiigten Gegenionen die Phosphat-lonen. so daB die Nukleinsauren und 
Oligonukleotide wieder freigesetzt werden. Da die Wechselwirkung mit den Kronenetherliganden von der 
GroBe und der Tertiarstruktur der Biomolekule abhangt, kann das hier beschriebene Verfahren zur Trennung 
eines Nukleinsauregemisches herangezogen werden. 30 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen matrixgebundenen Kronenetherliganden erfolgt in der Weise, daB 
ein Kronenether auf der Basis von t8-Krone-6, 15-Krone-5, Benzo-18-Krone-6, Dibenzo-18-Krone-6, Dicycio- 
hexyl-18-Krone-6 oder Kryptand [2.2.2] als Hydroxyl-, Aza- oder Aminoderivat covalent an ein handelsubliches, 
in der Chromatographic gebrauchliches Tragerpolymeres gebunden wird. Die Bindung erfolgt uber Epoxid- 
Gruppen, die entweder bereits am Tragermaterial vorhanden sind, oder durch nachtragliche Derivatisierung 35 
eingefiigt werden. Es kommen dafur z. B. makropordse Copolymerisate aus Methacrylamid. NN-Methylenbis- 
acrylamid und Monomeren mit Oxirangruppen wie Eupergit® C (Rohm GmbH) oder Epoxy-aktivierte Sepharo- 
se® 6B (Pharmacia) oder Epoxyderivate verschiedener Silicagele wie Frakiogel® oder LiChrospher* (Merck) in 
Frage. Dabei hat es sich als giinstig erwiesen, zwischen den polymeren Trager und den Kronenetherliganden ein 
geeignetes Diamin wie z. B. 1 ,8 Diamino-3,6-dioxaoctan als einen Spacer einzufiigen. 40 

Ebenfalls geeignet als Tragermaterialien sind Polymere aus dem organischen und anorganischen Bereich, die 
als reaktive Gruppen Aldehyd-, Tresyl-, Tosyl-, Mercapto-, oder Hydroxysuccinimid-Gruppen tragen. wobei 
derartige Gruppen auch durch nachtragliche Derivatisierung hanselsublicher Polymerer entstanden sein kon- 
nen. 

Die erfindungsgemaBen matrixgebundenen Kronenetherliganden werden ublicherweise in eine Chromato* 45 
graphiesaule gefiillt und in dieser Form zur Affinitatschromatographie von Nukleinsauren eingesetzt. Je nach 
der Druckstabilitat des verwendeten Tragermaterials sind sowohl Niederdruck- als auch Hochdruckflussigkeits- 
chromatographie moglich. 

Das zu trennende, Nukleinsauren enthaltende Stoffgemisch wird in einer Losung enthaltend 50mM KCI und 
5mM Tris.HCI Puffer. pH = 7,6 (Bindungspuffer) auf die Saule gegeben. wobei eine selektive Bindung der 50 
Nukleinsauremolekule an die Kronenetherliganden erfolgt, andere Bestandteile, wie z. B. Proteine jedoch durch- 
laufen. 

Die Elution der gebundenen Nukleinsauren erfolgt mit einer Losung, die IM NaCL und 5mM Tris.HCI, 
pH - 7,6 (Elutionspuffer) enthalt. Statt NaCI lassen sich auch KCL LiCI oder NH 4 CI verwenden. Statt der 
Chloride sind auch Sulfate, Nitrate, Phosphate, Carbonate oder Acetate als Anionen moglich. Bei der Verwen- 55 
dung von abdampfbaren Salzen wie Ammoniumacetat lassen sich durch eine Gefriertrocknung des Eluats 
salzfreie Nukleinsaurepraparate gewinnen. 

Zur Trennung eines Nukleinsauregemisches erfolgt die Elution vorzugsweise so, daB ein Gradient, eine 
Mischung aus Bindungspuffer und Elutionspuffer mit kontinuierlich oder schrittweisem von 0% bis 100% 
ansteigendem Anteil an Elutionspuffer, durch die Saule gepumpt wird. 60 

Das erfindungsgemafie Trennmaterial zeichnet sich durch ein hohes Bindungsvermogen gegeniiber Nuklein- 
sauren aus. Beispieisweise besitzt Silicagel Si 300® mit l,10-Diaza-I8-krone-6-Liganden ein Bindungsvermogen 
von 25mg E. coli 5S rRNA pro g Trockengewicht. 
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Beispiele 

1 . Beispiele fur die Herstellung des erf indungsgemaBen Trennmaterials. 

Beispiel 1.1. 

300 mg Diaza(2.2]-18-Krone-6 (Kryptofix* Fa. Merck) wurde in 20 ml wassrigem (10%) Ethanol gelost und 
nach Zugabe von 500 mg Eupergit* C (Fa. Rdhm) ilber Nacht bei 50°C geschiittelt. Nach dem Abkiihlen wurde 
das Produkt uber einer Fntte abgesaugt und mehrfach mit Aceton gewaschen. Aus der Waschlosung konnte 
nach dem Abziehen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer etwa 280 mg ungebundener Kronenether 
zuruckgewonnen werden. 

Das Produkt wurde im Vakuumexsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und zur Durchfiihrung der 
Bindungsexperimente in eine kleine Polystyrol-Chromatographiesaule (Fa. Pierce) gefiillt und 24 h mit Bin- 
dungspuffer (50 mM KCI.SmMTris ■ HCI, pH - 7.6) aquiltbriert. 

Beispiel 1.2. 

Kieselgel Si 300 (Fa. Serva) wurde analog der Vorschrift von P.O. Larsson (Methods Enyzmol. 104 (1984), 
212 — 232) mit T-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan in trockenem Toluol zu dem Epoxiderivat umgesetzt 1 g 
des so hergestellten Epoxy-silicagels wurde zu einer Losung von 300 mg Diaza-18-Krone-6 (Kryptofix* Fa. 
Merck) in 40 ml wassrigem (10%) Ethanol gegeben und uber Nacht bei 50°C geschiittelt. Nach dem Abkiihlen 
wurde das Produkt uber einer Fritte abgesaugt und mit wenig Ethanol gewaschen. Aus der Waschldsung 
konnten nach dem Abziehen des Losungsmittels 30 mg des ungebundenen Kronenethers zuruckgewonnen 
werden. Das Produkt wurde im Vakuumexsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und zur Durchfiihrung 
der Bindungsexperimente in eine kleine Polystyrol-Chromatographiesdule (Fa. Pierce) gefullt und 24 h mit 
Bindungspuffer(50mM KCI.SmMTris HCl.pH - 7,6) aquiiibriert. 

2. Beispiele fur die Anwendung des erfindungsgemaBen Trennmaterials. 

Beispiel 2.1 

Die nach Beispiel 1.1 hergestellte Chromatographiesaule wurde mit 2 ml einer Losung von 100 Ajso-Einheiten 
Lcoli 5S rRNA in Bindungspuffer versetzt, verschlossen. und in einer Drehvorrichtung 2 bei 4°C rotiert 
Danach wurde die Saule zur Entfernung eventuell nicht gebundener Nukleinsaure mit 5 ml Bindungspuffer 
gewaschen und anschlieGend mit einem linearen Gradienten aus A: Bindungspuffer und B: Elutionspuffer (IM 
NaCl) eluiert. Abb. I zeigt das Elutionsprofil der 5S rRNA. 

Beispiel 2.2 

Durch eine nach Beispiel 2.1 hergestellte Chromatographiesaule wurden 6 ml einer Losung gepumpt die 20 
AptfrEinheiten eines t-RN A- und E. coli SSrRNA-Gemisches in Bindungspuffer enthielt. Danach wurde die Sa*ule 
zur Entfernung eventuell nicht gebundener Nukleinsaure mit 5 ml Bindungspuffer, dann mit 5 ml H2O gewa- 
schen und anschlieBend mit einem linearen Gradienten aus A: H2O und B: 2M Ammoniumacetat eluiert Abb. 2 
zeigt das Elutionsprofil und die Auftrennung der Nukleinsauren in einen t-RNA- und 5S rRNA-Peak. Aus den 
entsprechenden Fraktionen konnten durch Lyophilisierung die salzfreien Nukleinsauren gewonnen werden. 
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